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論文内容の要　旨
【研究の目的】
糖尿病性腎症をはじめとする糸球体疾患の組織学的特徴の一つは、メサンギウム基質の増加であ
り、特に病的状態におけるメサンギウム細胞のⅣ型コラーゲン産生元進がその主因と考えられてい
る。従って、メサンギウム細胞のⅣ型コラーゲン産生調節因子の解析は、メサンギウム基質増加機
構の解明に極めて重要である。最近、tranSforming－grOWth factor－β（TGF－β）、Platelet－
derivedgrowth factor（PDGF）などの細胞増殖因子やendothelin－1（ET－1）などの血管作動性物
質が培養メサンギウム細胞のIV型コラーゲンm－RNAの発現を増強することが報告されているが、
蛋白レベルでの定量的な検討は一部の因子を除いて行われていない。そこで、本研究は培養ラット
メサンギウム細胞のⅣ型コラーゲン産生を調節する因子を蛋白レベルで解析することを目的とした。
【方　法】
1　ラット培養メサンギウム細胞の培養法；雄性SD系ラット腎よりsieviIlg法を用い単離した糸球
体を培養し、メサンギウム細胞を得た。その後10～14日毎に継代し、実験には3～8継代の細胞
を使用した。培養液は20％牛胎児血清を添加したRPMI1640培養液を用いた。
2　Ⅳ型コラーゲンの抽出および抗体の作製；SD系ラットの腎臓および肺からNaClを用いた分別
沈殿法により抽出、精製したⅣ型コラーゲンを家兎に皮下注射し、Ⅳ型コラーゲン抗体を作製
した。
3　ELISA法によるⅣ型コラーゲンの測定；上記の方法により得られた精製Ⅳ型コラーゲンをcar
bonatebufferに溶解して96穴マイクロプレートに1FLg／100〟l／wellの割合で添加し固相化し
た。別のプレート内で標準Ⅳ型コラーゲンおよび検体を抗体と反応させ、その反応液を固相化
したプレートに加えて貯置した後、PerOXidase標識抗家兎IgG山羊IgGと発色液を加え吸光度
を計測しコラーゲン量を算出した。
4　メサンギウム細胞のⅣ型コラーゲン量の測定；細胞に各種血管作動性物質、細胞増殖因子なら
びに酵素阻害剤等を単独または混合添加した条件下で24時間無血清下で培養した後、培養液を
回収し、培養液中のⅣ型コラーゲン蛋白量をELISA法により定量した。
【結　果】
1IGF－I、TGF－β、ET－1、TPA及びANG－IIは、各々単独でⅣ型コラーゲン分泌量を有意に増
加させた。なお、刺激物質添加後、細胞蛋白量は有意の増加を示さなかった。
2　ET－1は濃度依存的にメサンギウム細胞のIV型コラーゲン産生を増加させた。また、PKC阻害
剤のstaurosporineはET－1のⅣ型コラーゲン産生促進作用を有意に抑制した。
3　ANPはET－1刺激によるIV型コラーゲン産生増加を有意に抑制した。その抑制効果はANPの濃
度依存性に認められた。また、8－Br－CGMPもANPと同様にETTlのⅣ型コラーゲン産生促進作
用を有意に抑制した。
【考　察】
細胞増殖Eq子（IGF－I，TGF－β）や血管収縮物質（ET－1，ANG－II）がメサンギウム細胞Ⅳ型コラーゲ
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ン産生を増加させることを示した。中でもET－1に関しては、糖尿病や慢性腎炎などの糸球体硬化
疾患を有する患者でその血中濃度や尿中排泄量が増加していることや、ラットの5／6腎摘による糸
球体硬化モデルまたはストレプトゾシン糖尿病ラットで糸球体において、そのm－RNA量が増加し
ていることが報告されている。そこで、本研究ではET－1の作用及びその括抗物質に関し、より詳
細に検討した。その結果、ET－1のⅣ型コラーゲン産生増加作用にPKCの活性化が関与していると
推測された。また、血管弛緩物質であるANPが、ET－1のⅣ型コラーゲン産生促進作用を濃度依存
性に抑制することを示した。さらに、ANPの抗ET－1作用はC－GMP依存性と考えられた。これらの
成績は、病的状態において、ET－1がメサンギウム基質増加に関与していることを示唆すると共に、
C－GMPを増加させる因子が抑制的に働き得る可能性を示している。
【結　論】
各種細胞増殖因子や血管収縮物質が、メサンギウム細胞のⅣ型コラーゲン産生を蛋白レベルで増
加させることを示した。さらに、ET－1のⅣ型コラーゲン産生増加作用に対し、血管弛緩物質であ
るANPが抑制的に働くことを明らかにした。
論文審査の結果の要旨
糖尿病性腎症をはじめとする糸球体疾患の組織学的特徴の一つは、メサンギウム基質の増加であ
り、特に病的状態におけるメサンギウム細胞のⅣ型コラーゲン産生元進がその主因と考えられてい
る。従って、メサンギウム細胞のⅣ型コラーゲン産生調節因子の解析は、メサンギウム基質増加機
構の解明に極めて重要である。最近、tranSforming－grOWthfactor一β（TGF－β）、platelet－
d6rived growth factor（PDGF）などの細胞増殖因子やendothelin－1（ETrl）などの血管作動性物質
が培養メサンギウム細胞のⅣ型コラーゲンm－RNAの発現を増強することが報告されているが、蛋
白レベルでの定量的な検討は一部の因子を除いて行われていない。本研究では、培養ラットメサン
ギウム細胞のⅣ型コラーゲン産生を調節する因子を蛋白レベルで解析することを目的とした。
本論文では、
1）培養メサンギウム細胞においてinsulin－like growth factor－I、TGF－β、ET－1、12－0－
もetradecanoylphorbol13－aCetate及び　angiotensin－IIが、Ⅳ型コラーゲン分泌量を有意に
増加させること、
2）ET－1は濃度依存的にメサンギウム細胞のⅣ型コラーゲン産生を増加させ、その機序として
protein kinase Cの関与が示唆されること、
3）atrialnatriuretic peptide（ANP）はET－1によるIV型コラpゲン産生増加作用を抑制し、そ
の効果がcGMP依存性であることを確認した。
本論文の結果より、各種因子が実際に、Ⅳ型コラーゲン蛋白を増加させることが確認され、さら
にANPがⅣ型コラーゲンの産生抑制因子として作用し得る可能性が示唆された。
本論文は、メサンギウム基質の増加にかかわるメサンギウム細胞のⅣ型コラーゲン代謝異常の基
礎検討として重要な意味を持っと考えられ、博士（医学）の学位に値すると評価された。
一70－
